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(57) Abstract 

The invention concerns a method and device for the rapid, simultaneous isolation of genomic desoxyribonucleic acid (DNA) and 
cellular total ribonucleic acid (RNA), free of genomic DNA from various starting materials. The fields of application are molecular biology, 
biochemistry, gene technology (in particular gene therapy), medicine, biomedical diagnosis, veterinary medicine, food analysis and all related 
fields. The method proposed is characterized in that materials containing DNA and RNA are lysed in a special buffer, the lysate incubated 
with a mineral carrier, the carrier with the DNA bound to it separated off and washed with buffer solution, and the DNA subsequently 
separated from the carrier with a buffer of lower salt concentration. The lysate left after separating off the DNA bound to the carrier is 
mixed with phenol, chloroform and sodium acetate in defined proportions, the phases allowed to separate, and the total RNA precipitated 
from the aqueous phase by adding isopropanol. Lysis is carried out using buffers containing chaotropic salts with a high ionic strength. 
Lysis of the material and bonding of the genomic DNA to the carrier are both carried out in the same buffer. Both the lysis of the starting 
material and all necessary washing steps are carried out in an apparatus which makes it possible to process 12 samples in parallel. 

(57) Zusammenfassung 

Die Erfindung betrifft ein Verfahren und eine Vorrichtung zur schnellen simultanen Isolierung genomischer Desoxyribonukleinsaure 
(DNS) und zellularer Total Ribonukleinsaure (RNS), frei von genomischer DNS, aus unterschiedlichen Ausgangsmaterialien. Anwen- 
dungsgebiete sind die Molekularbiologie, die Biochemie, die Gentechnik, insbesondere die Gentherapie, die Medizin, die biomedizinische 
Diagnostik, die VeterinSrmedizin, die Lebensmittelanalytik und alle angrenzenden Gebiete. Das erfindungsgemafie Verfahren ist dadurch 
gekennzeichnet, daB DNS und RNS enthaltende Materialien mit einem speziellen Puffer lysiert, das Lysat zur Isolierung der genomischen 
DNS mit einem mineralischen Tragermaterial inkubiert, der Trager mit der gebundenen DNS abgetrennt und mit Pufferldsung gewaschen 
und nachfolgend die DNS mit einem Puffer geringer Salzkonzentration vom Trager abgel&st wird. Das nach Abtrennung der tragernxierten 
DNS erhaltene Lysat wird mit definierten Anteilen von Phenol, Chloroform und Natriumacetat versetzt und die Total RNS nach Phasentren- 
nung aus der waBrigen Phase unter Zugabe von Isopropanol prazipitiert. Die Lyse wird mit Puffem, die chaotrope Salze hoher lonenstarke 
enthalten, durchgefuhrt. Die Lyse des Materials und die Bindung der genomischen DNS an den Trager werden jeweils durch den selben 
Puffer vermittelt. Sowohl die Lyse des Ausgangsmaterials wie auch alle notwendigen Waschschritte erfolgen in einer Vorrichtung, welche 
damit die parallele Bearbeitung von 12 Proben realisiert. 
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Verfahren und Vorrichtung zur simultanen Isolierung von 
genomischer DNS und hochreiner Total RNS 

Beschreibung 

Die Erfindung betrifft ein Verfahren zur schnellen simultanen 
Isolierung von genomischer Desoxyribonukleinsaure (DNS) und 
zellularer Total Ribonukleinsaure (RNS) aus unterschiedlichen 
Ausgangsmaterialien . 

Es ist fiir eine Vielzahl von biologisch, molekularbiologisch, 
medizinisch-analytisch sowie biochemisch arbeitenden 
Laboratorien von groBer Bedeutung. Damit sind Anwendungsgebiete 
der Erfindung die Molekularbiologie, Biochemie, Gentechnik, 
Medizin, Veterinarmedizin und alle angrenzenden Gebiete. 
Die simultane Isolierung von genomischer DNS wie auch 
zellularer Total RNS aus ein und demselben biologischen 
Ausgangsmaterial ist bis zum heutigem Zeitpunkt an nur einige 
wenige praktizierbare Methoden gebunden. So beschreiben Raha, 
S., Merante, F. , Proteau, G. und Reed, J.K. (GATA, 1990, 7(7): 
173-177) eine Methode zur Trennung genomischer DNS und 
zellularer Total RNS uber selektive Prazipitationsschritte 
unter Verwendung von Lithiurachlorid. Eine weitere Moglichkeit 
der simultanen Isolierung von DNS und RNS basiert auf 
Durchfuhrung einer Ultrazentrifugation durch einen 
Casiumchloridgradienten zur Pelletierung der RNS und 
anschlieBender Dialyse der DNS aus der Guanidinium-Phase 
(Coombs, L.M. , Pigott, D. , Proctor, A., Eydmann, M. , Denner, J. 
und Knowles, M.A. ; Anal. Biochem. (1990); 188; 338-343). Ein 
solches Verfahren benStigt einen erheblichen zeitlichen 
(mindestens 48 Stunden) sowie apparativen Auf wand 
(Ultrazentrifugationsentechnik, spezielle Spezialrotoren) . 
Ein zur Zeit relativ haufig genutztes und auch kommerziell 
verfvigbares Verfahren beruht auf der Verwendung eines Reagenz 
aus Guanidinthiocyanat und Phenol. Das biologische Material 
wird in diesem Reagenz homogenisiert, wobei sich die RNS nach 
Zugabe von Chloroform und durchzufuhrender Phasentrennung in 
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der waBrigen Phase befindet und aus dieser prazipitiert wird. 
Die zuriickbleibende Interphase bzw. phenolische Phase enthalt 
sowohl Proteine als auch genomische DNS. Durch Veranderung des 
pH Wertes und erneuter Phasentrennung soli die genomische DNS 
ebenfalls in die waBrige Phase iiberfuhrt werden und wird aus 
dieser wiederum prazipitiert. /Chomczynski, P., Biotechnigues 
1993, 15(3): 532-536/ 

Prinzipiell raufi nach dem Stand der Technik davon ausgegangen 
werden, daB die isolierte zellulare Total RNS mit genomischer 
DNS kontaminiert ist. 

So enthalt die mittels der von Chomcynski entwickelten und 
genutzten Reagenz erhaltene waBrige Phase neben der RNS auch 
genomische DNS, welche dann ebenfalls aus dieser Phase 
prazipitiert wird und sich damit in der finalen RNS-Praparation 
als kontaminierender Bestandteil befindet. Gerade die 
Kontamination isolierter zellularer RNS mit genomischer DNS 
stellt fur eine Vielzahl von weiteren Verwendungen der RNS ein 
gravierendes Problem dar. 

So ist z.B die Anwendung eines RNAse Protection Assays zwingend 
an eine DNS freie RNS gebunden. Ferner muB auch fur eine 
Vielzahl von RT-PCR-Reaktionen die verwendete RNS frei von 
einer Kontamination mit genomischer RNS sein. So besteht z.B. 
bei Expressionsuntersuchungen von cDNS-Konstrukten in 
transgenen Organismen als auch bei Nachweisen der Expression 
intronloser Gene wie auch von noch unbekannten Gensequenzen 
keine Mdglichkeit nachzuweisen , ob das resultierende PCR- 
Fragment aus der kontaminierenden DNS oder aus der RNS 
amplifiziert wurde. Sowohl aus der genomischen DNS wie auch aus 
einer RNS abgeleitete Amplifikate hatten dieselbe Lange. 
Darviber hinaus sind auch eine Reihe weiterer 
molekularbiologischer Verfahren, wie z.B. DDRT-PCR oder 
zellfreie Proteinbiosynthesen in Form gekoppelter in-vitro 
Transkriptions/Translationssysteme, auf eine DNS freie RNS- 
Praparation angewiesen . 

Dies zeigt die Bedeutung der Isolierung von genomischer DNS- 
freier Total RNS. 
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Ein weiteres Problem beteht in der Praparationsdauer zur 
simultanen Isolierung von genomischer DNS und zellularer Total 
RNS sowie in deren arbeitstechnischem Aufwand. 

Das einzige zur Zeit kommerziell verfiigbare Isolierungssystem 
benctigt fur die Realisierung der simultanen Isolierung beider 
Nukleinsaurefraktionen mindestens 3 Stunden und ist mit einem 
nicht unerheblichen Aufwand an notwendigen Reaktionsgef aBen und 
Feinchemikalien belastet. Weiterhin benotigen alle diese 
Methoden auch eine relativ groBe Menge an biologischen 
Ausgangsmaterialien, so daB bei Vorhandensein von nur 
limitierter Mengen an Untersuchungsmaterialien meistens eine 
simultane Isolierung beider Nukleinsauren nicht mehr moglich 
ist. 

Die Erfindung hat deshalb das Ziel, eine simultane Isolierung 
von genomischer DNS und zellularer Total RNS hoher Reinheit und 
ohne eine Kontamination mit genomischer DNS auch aus sehr 
kleinen Mengen unterschiedlicher Ausgangsmaterialien zu 
erreichen. Dabei soil das Verfahren sehr einfach handhabbar 
sein, nur geringe apparative Ausriistung benotigen und 
gestatten, beide Nukleinsaurefraktionen sehr schnell zu 
isolieren. 

Aufgabe der Erfindung war es auBerdem, eine Vorrichtung fiir 
die gleichzeitige multiple Isolierung und Reinigung von 
Nukleinsauren aus unterschiedlichen (biologischen und 
anderen) Ausgangsmaterialien basierend auf der Bindung der 
Nukleinsauren an mineral ische Tragerpartikel , bereit- 
zustellen. Die Vorrichtung soli insbesondere fur die 
Isolierung und Reinigung im batch-Verf ahren geeignet sein. 

Die Erfindung wird gemaB den Anspruchen realisiert, die 
Unteranspruche sind Vorzugsvarianten . 

Das Verfahren zur simultanen Isolierung von genomischer DNS 
und zellularer Total RNS ist dadurch gekennzeichnet , daB die 
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Nukleinsauren enthaltenden Mater ialien lysiert, und das Lysat 
mit einem mineral ischen Trager oder anderen DNS-bindenden 
Materialien inkubiert wird. AnschlieBend erfolgt a) die 
Abtrennung des Tragers voro Lysat durch Zentrif ligation, Zugabe 
von Phenol, Chloroform und Natriumacetat zum Lysat und 
Prazipitation der Total RNS nach Phasentrennung aus der 
waBrigen Phase durch Zugabe von Isopropanol und b) Waschen 
des Tragers mit einem Waschpuffer und Ablosung der 
tragerfixierten genomischen DNS vom Tragermaterial mit einem 
Puffer geringer Salzkonzentration. 

Die im erf indungsgemaBen Verfahren erhaltene Total RNS ist 
undegradiert und von exzellenter Qualitat (0D 26O :0D 2eo = 1.8- 
2.0). Von entscheidener Bedeutung ist dabei , daB keine 
Kontamination genomischer DNS mehr vorliegt. Dies bedeutet 
einen erheblichen Vorteil gegeniiber den meisten bisher 
Verwendung findenden Praperationsmethoden . Auch die ebenfalls 
aus ein und derselben biologischen Probe isolierte genomische 
DNS ist von exzellenter Qualitat und fur eine Vielahl weiterer 
Verfahren als Substrat verwendbar. Das erf indungsgemaBe 
Verfahren zeichnet sich weiterhin durch seine Einfachheit aus, 
benotigt nur geringe Mengen an Feinchemikalien wie auch 
ZentrifugengefaBe und minimiert auch die Menge und notwendige 
Zeitdauer des Umganges mit toxischen organischen Solventien 
(benotigt nur einen Phenol/Chloroform Extraktionsschritt) . Das 
Verfahren gestattet es sowohl genomische DNS als auch zellulare 
Total RNS innerhalb von weniger als 1,5 Stunden zu isolieren. 
Dies bedeutet eine drastische Reduzierung der Praparationsdauer 
im Vergleich zu alien z.Z. bekannten diesbeziig lichen Verfahren. 
Die Bindung der Desoxyribonukleinsaure erfolgt an der 
Oberflache von hochdispersen und nichtporosen 

Feststoffpartikeln, vorzugsweise an hochdisperse , nichtporose 
Si0 2 - Partikeln mit einer KorngroBe von 7 bis 300 nm und einer 
spezif ischen Oberflache von 10 bis 300 m 2 /g, besonders 
bevorzugt mit einem Partikeldurchmesser von 40 nm bei einer 
aktiven Oberflache von ca. 50 m 2 /g. Die Bindung der 
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Desoxyribonukleinsaure an das verwendete Tragermaterial wird 
durch chaotrope Salze des Lysepuffers vermittelt. Die Lyse der 
Ausgangsmaterialien und die Bindung an das Tragermaterial 
erfolgen im selben Reaktionsgef aB . 

Gegebenenfalls werden zur Lyse des die Nukleinsauren 
enthaltenden Ausgangsmaterialien chaotrope Salze wie zum 
Beispiel Guanidinthiocyanat , Guanidinhydrochlorid, 

Litiumchlorid oder Litiumchlorid/Harnstof f-Gemische mit 
Ionenstarken >4M eingesetzt. 

Vorzugsweise wird der Trager mit der fixierten genomische DNS 
vom Lysat durch einen kurzen Zentrif ugationsschritt abgetrennt. 

Die am Trager gebundene genomische DNS wird besonders bevorzugt 
mit einem Waschpuffer, vorzugsweise bestehend aus 50 mM NaCl, 
10 mM Tris HC1 und 1 mM EDTA sowie 70%v/v Ethanol, gewaschen 
und mit einem Puffer niedriger Salzkonzentration (10 mM Tris 
HC1, 1 mM EDTA) bei einer Temperatur von 48-56*0, vorzugsweise 
52 'C, eluiert. 

Das Verfahren wird als batch- Verfahren oder als 
chromatographisches Verfahren durchgefuhrt. 

Das sehr einfache und nur wenige experiraentelle Schritte 
umfassende Verfahren ist in idealer Weise fur eine breite 
Anwendung in medizinischen Diagnostik-Laboratorien geeignet 
und steht in diesem Zusammenhang auch Anwendern zur Verfugung, 
welche nicht uber spezielle molekularbiologisch-biochemische 
Kenntnisse verfugen. 

Mit dem erf indungsgemaBen Verfahren ist unter anderem die 
Voraussetzung gegeben, aus limitierten Mengen an 
Untersuchungsmaterialien sowohl die DNS als auch die RNS zu 
isolieren. So ist es moglich, genomische DNS und zellulare 
Total RNS sogar aus sehr kleinen Mengen (< 10 5 Zellen; < 1 mg 
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Gewebematerial ) zu isolieren. Dies erlaubt Untersuchungen von 
Genen (DNS-Untersuchung) und deren Expression (RNS- 
Untersuchung) - Vor allem quantitative Abnormitaten von Genen 
und deren RNS-Expression scheinen eine wesentliche Bedeutung 
von Vorgangen wahrend der Kanzerogenese und Metastasierung wie 
auch bei der postoperativen Progression von Tumorpatienten zu 
spielen. Die Moglichkeit des Findens korrelativer Zusammenhange 
beziiglich der Anzahl bestimmter tumorassoziierter DNS- 
Sequenzen, deren Struktur (Sequenz-information) und deren 
Expression (RNS) ist somit von entscheidender Bedeutung fur ein 
besseres Verstehen von Zusammenhangen pathogener Mechanismen. 
Ferner erlaubt eine Methode der simultanen Isolierung von DNS 
und Total RNS auch die Untersuchung unterschiedlicher 
SpleiBing-Mechanismen (z.B. Alternatives SpleiBen, Trans- 
SpleiBen). Die Untersuchung von SpleiBvorgangen hat sowohl im 
Bereich der Grundlagenforschung (Untersuchung von Vorgangen 
der Genregulation) wie auch auf medizinischen Gebiet 
(Aufklarung immunologischer Phanomene bei parasitaren 
Erkrankungen; z.B. nach Infektion mit Afrikanischen 
Trypanospomen ) ebenfalls eine groBe Bedeutung. 
Die Mehrzahl solcher Studien scheitert am Fehlen eines 
geeigneten methodischen Instrumentariums zur simultanen 
Isolierung von DNS und RNS, vor allem bei Vorhandensein nur 
geringer Mengen an Untersuchungsmaterialien. 

Mit den erf indungsgemaBen Verfahren besteht die Moglichkeit der 
simultanen Isolierung von genomischer DNS und zellularer Total 
RNS aus bakteriellen Lysaten, aus Zellkulturen, intakten oder 
gefrorenen Gewebeproben , Spermien, Korperf liissigkeiten, 
Pf lanzenzellen, Hefezellen sowie Blutserum, Blutplasma und 
Vollblut. 

Die erf indungsgemaBen Verfahrensvarianten erlauben die 
simultane Isolierung beider Nukleinsauren (DNS und RNS) mit 
einem extrem geringen zeitlichen sowie apparativen Auf wand. 
Es ist keine zeitaufwendige Proteinase-Verdauung notwendig. Der 
geringe zeitliche Aufwand der simultanen Isolierung von DNS und 
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RNS aus ein und demselben Ausgangsmaterial stellt fur eine 
Vielzahl von potentiellen Anwendern eine enorm wichtige GroBe 
dar und bedeutet damit einen entscheidenden Vorteil gegeniiber 
anderen Verfahren. Die Eigenschaft des verwendeten Lysepuffers, 
sowohl die zellulare Integritat zu zerstoren wie auch endogene 
und exogene DNAsen und vor allem RNAsen hochpotent zu 
inaktivieren , gestattet es daruber hinaus, DNS und RNS aus 
Frischpraparaten unter Feldbedingungen ( z.B. bei Expeditionen, 
nach Operationen) zu isolieren, ohne zusatzliche 
Kuhlbedingungen unter Lysepuffer zu lagern und zu 
transportieren und die Ribonukleinsauren ohne Verlust ihrer 
biologischen Aktivitat einer weiteren Verwendung zuzufuhren. 

Das erf inderische Vorrichtung erfullt in idealer Weise die 
Anforderungen von Nulkleinsaure-Reinigungssystemen auf der 
Basis der Verwendung mineralischer Tragermaterialien. 

Die Vorrichtung besteht aus folgenden Hauptgruppen : 

- quaderformiges Kunststof fgehSuse rait abgeschragter Be- 
dieneinheit (enthalt Gleichstrommotor mit Drehzahlregelung 
als Antrieb fur die Schutteleinrichtung , Zeitschaltuhr zur 
Einstellung der Schuttelzeit, Lagerblock zur Aufnahme der 
Antriebswelle) 

Schutteleinrichtung mit Spezialbohrungen fur 
ReaktionsgefaBe 

- Schutzvorrichtung fur Motor und Schutteleinrichtung 

Das raechanische Wirkprinzip stellt sich wie folgt dar: 

Die Antriebswelle wird durch einen Gleichstrommotor 
angetrieben. An einem Wellenende der Antriebswelle ist ein 
Exzender mit einem schragstehenden Zapfen angebracht, 
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welcher die Hauptbewegung auf die Schuttelplattf orm 
iibertragt. Elastische Glieder die sich zwischen dem 
Lagerblock und der Schuttelplattf orm befinden, verhindern 
das Mitdrehen der Schuttelplattf orm. 

Die besondere Gestaltung der Auf nahmebohrungen fur die 
Reaktionsgef aBe mit den zu untersuchenden Proben ermoglicht, 
daB sich diese wahrend des Schiittelvorganges sowohl um die 
eigene Achse drehen als auch unregelmaBig in senkrechter 
Richtung nach oben bewegen. Ein speziell angeordneter 
schwenkbarer Schutzring mit elektrischer Schaltvorrichtung 
dient dem mechanischen Abfedern der Reaktionsgef aBe und 
vertarkt dabei die gewunschte Bewegung. Daruber hinaus 
verhindert der Schwenkring ein Herausschleudern der 
Reaktionsgef aBe . 

Der Einsatz der erf indungsgemaBen Vorrichtung zur Reinigung 
bzw. Isolierung von Nukleinsauren ist dadurch 
gekennzeichnet, daB die Nukleinsauren enthaltenden 
Ausgangsmaterialien in ein 1-5 bzw. 2.0 ml Reaktionsgef SB 
verbracht und rait einem Lysepuffer versetzt werden. 

AnschlieBend werden mindestens 12 Reaktionsgef aBe in dafiir 
vorgesehene Bohrungen der Schuttelplattf orm gesetzt und 
unter der erzeugten iiberlagernden Schiittelbewegung 
inkubiert. Diese Bewegung erlaubt die schonende Lyse des 
Ausgangsmaterials ohne Scheren hochmolekularer 

Nukleinsaurefraktionen. 

Das Lysat wird dann mit einem mineralischen Tragermaterial 
z.B. einem nichtporosen und unstrukturierten , hochdispersen 
sowie homogenen chemisch reinen Si0 2 - Trager inkubiert. Die 
an das dieses Tragermaterial gebundene DNS wird anschlieBend 
pelletiert und der nun nur noch RNS enthaltende ttberstand in 
ein neues Zentrifugengef aB uberfuhrt, mit Phenol und 
Chloroform sowie einer Natriumacetatlbsung versetzt und nach 
erfolgter Phasentrennung die zellulare Total RNS aus der 
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waflrigen Phase durch Zugabe von Isopropanol prazipitiert . 
Die am Tragermaterial fixierte genomische DNS wird wahrend 
der Dauer der RNS-Prazipitation rait einem Waschpuffer 
versetzt und gewaschen. Dies erfolgt durch Inkubation der 
ReaktionsgefaBe. Die spezifische sich iiberlagernde Bewegung 
der Vorrichtung erlaubt eine extrem schnelle Resuspendierung 
des Tragermaterials und somit ein hochef f izientes und 
schnelles Waschen und damit die Entfernung von Kontaminanten 
von den gebunden Nukleinsauren. Das Waschen der Proben 
erfolgt wiederum gleichzeitig fur mindestens 12 Proben. Nach 
Entfernung des Waschpuffers werden die gebundnen 
Nukleinsauren mit einem Puffer geringer Salzkonzentration 
vom Trager abgeldst, in dem die ReaktionsgefaBe in der 
Vorrichtung zur Resuspendierung des Tragermaterials plaziert 
worden, wobei das Elutionsmittel eine Temperatur von 48-56 
°C aufweist. 

Der Einsatz der Vorrichtung ermoglicht zum erstenmal die 
gleichzeitige Isolierung von Nukleinsauren aus einer 
Vielzahl von Proben aus einem breiten Spektrum an 
unterschiedlichsten Ausgangsmaterialien mittels der 
angewendeten Methode der Bindung von Nukleinsauren an 
mineralische Tragerraaterialien . 

Die Vorrichtung rait seiner spezifischen Bewegungsf orm lost 
erstraalig das fur diese DNA-Isolierungsmethoden bekannte 
Problem der Resuspendierung des Trager-Nukleinsaurepellets 
in hervorragender Weise. 

Daruber hinaus ist es auch in idealer Weise geeignet die 
Effizenz der Lyse des Ausgangsmaterials zu erhohen. 

Es stellt somit eine halbautomatische Systemldsung fur alle 
Nukleinsaure-Reinigungssysteme dar, welche als *batch- 
Verfahren' angewendet die Bindung der Nukleinsauren an 
mineralische Materialien nutzen. 
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Damit ist es moglich, Nukleinsauren aus 

a) groBen Probemengen standardisiert, reproduzierbar und 
extrem schnell 

b) extrem geringen Mengen an Nukleinsauren enthaltenden 
Ausgangsmater i al i en 

b) sehr x schwierigen' und stark mit organischen und 
anorganischen Verunreinigungen kontaminierten 

unterschiedlichen biologischen und anderen 

Ausgangsmater ialien wie z.B. Stuhlproben , Knochen u.a. in 
einer Qualitat und Quantitat zu isolieren, welche 
nachfolgende enzymatische Manipulationen mit den isolierten 
Nukleinsauren moglich werden laBt. 

Mittels der Vorrichtung wird die Reinigung und Isolierung 
von Nukleinsauren iiber die Bindung an mineralische 
Tragermater ialien in * batch- Verf ahren' auf eine gualitativ 
neue Stufe gestellt. 

So besteht erstmals die Moglichkeit die groBen 
diagnostischen Vorteile von *batch-Systemen' zur Reinigung 
von Nukleinsauresystemen auf der Basis der Bindung an 
mineralische Tragerpartikel (Reduzierung der 

Kontaminationsgefahr, hohe Sensitivitat ) durch die 
standardisierte gleichzeitige Isolierung einer Vielzahl von 
Proben in praxi nutzbar zu machen. 



Die Erfindung soli nachfolgend an Ausf uhrungsbeispielen naher 
erlautert werden. 



Beispiel 1 
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Simultane Isolierung genomischer DNS und zellularer Total RNS 
aus einer eukaryontischen Monolayer-Zellkultur (25 cm 2 Flasche 
; ca 5xlO e Zellen) 

Ernten der Zellen mit einem Scrapper und tiberfuhren der 
geernteten Zellen in 1.5 oder 2.0 ml Eppendorf -Reaktionsgef a/5 . 
Lyse der Zellen durch Zugabe von Lysepuffer 
( Guanidinthiocyanat ; N-Lauryl-Sarcosy 1 ; 

DTT; Natriumcitrat : )und Plazieren von bis zu 12 
Reaktionsgef aBe in die Vorrichtung. Zugabe des Tragermaterials 
zur Zell-Lyse-Suspension, kurzes Vortexen, Inkubation fiir 5 
Minuten in einem Eisbad und anschlieBende Pelletierung des 
Tragermaterials durch kurze Zentrifugation in einer 
Tischzentrifuge (30 Sekunden). 

ttberfuhrung des Uberstandes in ein neues Eppendorf- 
ZentrifugengefaB und Zugabe von Phenol (wassergesattigt oder 
Tris-gepuf fert) , Chloroform und Natriumacetat und 5 miniitige 
Inkubation auf Eis. Nach erfolgter Phasentrennung durch 
Zentrifugation wird die obere waBrige Phase in ein neues 
Eppendorf-ZentrifugengefaB uberfuhrt, mit einem gleichem 
Volumen Isopropanol versetzt und zur Prazipitation der RNS fiir 
20-30 Minuten bei -20 "c inkubiert. Die am Tragerpellet 
gebundene genomische DNS wird wahrend der Isopropanol fal lung 
der RNS mit Waschpuffer (50 mM NaCl; 10 mM Tris HC1; 1 mM EDTA; 
70% v/v Ethanol) versetzt und gewaschen. Das Waschen der 
tragerfixierten genomischen DNS erfolgt dabei raittels der 
Vorrichtung, welche die Resuspendierung des Tragermaterials 
realisiert.AnschlieBend wird die genomischen DNS durch Zugabe 
eines Elutionspuf f ers (Tris; EDTA) bei 52 °C vom Tragermaterial 
abgelost, der Trager durch kurze Zentrifugation von der 
eluierten genomische DNS abgetrennt und diese in ein neues 
Reaktionsgef aB uberfuhrt. 

Das nach Inkubation bei -20 °C und anschlieBender Zentrifugation 
erhaltene RNS-Pellet wird zweimal mit 70%igem Ethanol gewaschen 
und nach erfolgter vollstandiger Entfernung des Ethanols das 
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Pellet in RNAse freiem TE Puffer oder DEPC-behandeltem Aqua 
Bidest (Diethylpyrocarbonat) auf genommen . 

Beispiel 2 

Abb. 1 - Gesamtansicht der Vorrichung 



PCT/DE96/01291 



Bezugszeichen 

1 - quaderf ormiges Kunststof f gehause 

2 - abgeschragte Bedieneinheit 

3 - Gleichstrommotor 

4 - Drehzahlregelung 

5 - Zeitschaltuhr 

6 - Lager block 

7 - Antriebswelle 

8 - Schiitteleinrichtung 

9 - Schutzvorrichtung 

10 - ProbegefaB 

11 - Schuttelplattform 

12 - Spezialbohrung 

13 - schwenkbarer Schutzring 

14 - elektrische Schaltvorrichtung 

15 - Excender 

16 - Zapfen 

17 - elastische Glieder 
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Paten tanspruche 

1. Verfahren zur simultanen Isolierung von genomischer 
DNS und zellularer Total RNS, gekennzeichnet durch Lyse von 
diese Nukleinsauren enthaltenden Materialien, Inkubation des 
Lysates mit einem mineralischen Trager oder anderen DNS- 
bindenden Materialien, sowie 

a) Abtrennung des Tragers vom Lysat durch Zentrifugation, 
Zugabe von Phenol, Chloroform und Natriumacetat zum Lysat und 
Prazipitation der Total RNS nach Phasentrennung aus der 
waBrigen Phase durch Zugabe von Isopropanol und 

b) Waschen des Tragers mit einem Waschpuffer und Abldsung der 
tragerfixierten genomischen DNS vom Tragermaterial mit einem 
Puffer geringer Salzkonzentration. 

2. Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, daB zur 
Lyse des Ausgangsmaterials chaotrope Salze, vorzugsweise 
Guanidinthiocyanat , Guanidinhydrochlor id , Litiumchlorid oder 
Litiumchlorid/Harnstoff-Gemische mit Ionenstarken >4M 
eingesetzt werden. 

3. Verfahren nach Anspruch 1 oder 2 dadurch gekennzeichnet, 
daB als Tragermaterial ien zur Bindung der genomischen DNS 
hochdisperse, nichtporose Si0 2 - Partikeln mit einer KorngroBe 
von 7-300 nm, vorzugsweise 40 nm, bei einer spezifischen 
Oberflache von 10-300 m 2 /g, vorzugsweise 50 m 2 /g, eingesetzt 
werden. 

4. Verfahren nach Anspruch 1 -3, dadurch gekennzeichnet, das 
der Trager mit fixierter genomischer DNS vom Lysat durch einen 
kurzen Zentrifugationsschritt abgetrennt wird. 

5. Verfahren nach Anspruch 1-4, dadurch gekennzeichnet, daB 
am Trager gebundene genomische DNS mit einem Waschpuffer, 



WO 97/28171 



PCTYDE96/01291 



15 

vorzugsweise bestehend aus 50 mM NaCl , 10 mM Tris HC1 und 1 mM 
EDTA sowie 70%v/v Ethanol, gewaschen wird. 



6. Verfahren nach Anspruch 1-5, dadurch gekennzeichnet, daB 
tragerfixierte genomische DNS mit einem Puffer niedriger 
Salzkonzentration (10 mM Tris HC1, 1 mM EDTA) bei einer 
Temperatur von 48-56 'c, vorzugsweise 52 °C, eluiert wird. 

7. Verfahren nach Anspruch 1-6, dadurch gekennzeichnet, daB es 
als batch- Verfahren durchgefuhrt wird. 

8. Verfahren nach Anspruch 1-6, dadurch gekennzeichnet, daB es 
als chromatographisches Verfahren durchgefuhrt wird. 

9. Vorrichtung zur Durchfuhrung des Verfahrens nach einem 
der Anspruche 1 bis 7 zur gleichzeitigen multiplen 
Isolierung und Reinigung von Nukleinsauren aus biologischen 
und anderen Ausgangsmaterialien basierend auf der Bindung 
der Nukleinsauren an mineralische Tragerpartikel 
gekennzeichnet durch 

- ein guaderformiges Kunststof f gehause (1) mit abgeschragter 
Bedieneinheit (2), die einen Gleichstrommotor (3) mit 
Drehzahlregelung (4), eine Zeitschaltuhr (5) und einen 
Lagerblock (6) mit Antriebswelle (7) umfaBt, 

- eine Schutteleinrichtung (8) mit ProbegefaBen (10) und 

- eine Schutzvorrichtung (9) fur Motor und Schuttel- 
einrichtung. 



10. Vorrichtung nach Anspruch 9, dadurch gekennzeichnet, daB 
die Schutteleinrichtung (8) aus 
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- einer Schuttelplattf orm (11) mit Spezialbohrungen (12) fur 
mindestens 12 Probegefafie und 

einem schwenkbaren Schutzring (13) mit elektrischer 
Schaltvorrichtung (14) besteht. 

11. Vorrichtung nach einem der Anspriiche 9 oder 10, dadurch 
gekennzeichnet, daB sich an einem Wellenende der 
Antriebswelle, ein Excender (15) mit einem schragstehenden 
Zapfen (16) befindet. 
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